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Diminution du taux d'ARNm du collagène VII chez des patients atteints d'une forme sévère 
d'épidermolyse bulleuse dystrophique récessive 
Les épidermolyses bulleuses dystrophiques récessives (EBDR) constituent un groupe de maladies héréditaires 
caractérisées par une fragilité cutanéo-muqueuse extrême associée à une anomalie des fibres d'ancrage 
essentiellement constituées de collagène VIL Dans les EBDR elles sont réduites voire complètement absentes. 
Récemment, une liaison génétique entre le phénotype des EBDR et le gène du collagène VII a été établie. Au cours 
de ce travail, on a étudié le taux des ARNm du collagène VII chez 7 patients atteints d'EBDR dont 6 sont atteints 
d'une forme sévère (EBDR mutilante de Rallopeau-Siemens). On a, ainsi, montré une forte diminution de ce taux 
chez 3 de ces derniers. Ces résultats suggèrent que, chez ces 3 patients, une mutation dans le gène du collagène 
VII peut être à l'origine d'une diminution du taux des ARN du collagène VII et, par conséquent, de la réduction 
ou l'absence des fibres d'ancrages responsable du phénotype de la maladie. 
Mots clés: Épidermolyses bulleuses héréditaires - Collagène VII - ARNm - Fibres d'ancrage 
Type VII collagen mRNA diminution in patients with severe recessive dystrophie epidermolysis 
bullosa 
Recessive dystrophic epidermolysis bullosa (RDEB) is a group of epidermal blistering diseases characterized by 
extreme mucocutaneous fragility associated with altered anchoringfibrils. RDEB phenotype was linked to the type 
VII collagen gene (COL7Al) which encodes the major component of anchoring fibrils. RDEB patients showed 
reduced or absent anchoring fibrils. In this paper, we have described a marked diminution in type VII collagen 
mRNArate, in three patients with a severe type ofRDEB (Rallopeau-Siemens RDE:B). In fourother RDEB patients 
this rate was normal. These results suggest that a mutation in the type VII collagen gene may induce, in the three 
RDEB-RS patients, a diminution in type VII collagen mRNA rate which may be the underlying cause offibrils 
anchoring diminution (or absence) and consequently of the disease. 
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INTRODUCTION 
Les épidermolyses bulleuses (EB) héréditaires 
constituent un groupe de maladies cutanées de 
gravité variable. Ces maladies cliniquement et 
génétiquement hétérogènes sont caractérisées par 
la formation de décollements cutanéo-muqueux 
survenant à la suite d'un traumatisme mineur. 
Leur incidence est de 1/50 000 et elles sont 
transmises selon le mode autosomique dominant 
ou récessif (Cooper & Bauer, 1984). Les EB peuvent 
être classées en trois catégories selon le niveau de 
la séparation tissulaire responsable de la formation 
de bulles (Fine et al., 1991) : les épidermolyses 
bulleuses simples (EBS) où le clivage a lieu dans les 
kératinocytes de la couche basale de l'épiderme, les 
épidermolyses bulleuses jonctionnelles (EBJ) où le 
clivage se produit entre le derme et l'épiderme au 
niveau de la Lamina lucida et les épidermolyses 
bulleuses dystrophiques (EBD) pour lesquelles la 
séparation tissulaire s'effectue sous la Lamina 
densa dans le derme papillaire. 
Les EBD peuvent être transmises selon le mode 
dominant (EBDD) ou récessif (EBDR). Les formes 
récessives sont représentées par plusieurs sous-
groupes selon la sévérité et la distribution des 
lésions : l'EBDR généralisée mutilante de 
Hallopeau-Siemens (EBDR-HS) qui représente la 
forme la plus sévère, l'EBDR généralisée mineure 
et les EBDR localisée et inversée. 
Dans les EBD, le clivage tissulaire est associé à une 
anomalie des fibres d'ancrage (Fine et al., 1991). 
Des études d'immunofluorescence et de microscopie 
électronique de biopsies cutanées de patients ont 
permis de montrer que, dans l'EBDR mineure, les 
fibres d'ancrage sont diminuées alors que, dans 
l'EBDR-HS, elles sont absentes. Les fibres d'ancrage 
étant constituées essentiellement de collagène VII, 
ces résultats ont permis de suggérer que, dans les 
EBDR, cette protéine serait absente ou très 
sévèrement altérée (Bruckner-Tudderman, 1991 ; 
McGrath et al., 1993). 
Le gène du collagène VII (COL7A1) a été cloné et 
localisé sur le bras court du chromosome 3 dans la 
région 3p21.1 (Parente et al., 1991 ; Christiano et 
al., 1992). Il a une taille de 32 kb; il est constitué 
'de 118 exons de petite taille (27 à 350 pb) 
interrompus par des introns de! 71 à 1293 pb 
(Christiano et al., 1992; 1994). 
Le gène COL 7 Al est transcrit en un ARNm de 9,2 
kb et code pour une protéine de 340 kd (Christiano 
Hilal et al. : ARNm du collagène VII dans l'épidermolyse 
etal., 1992). L'ARNmducollagène VIIestfortement 
exprimé dans les kératinocytes et faiblement 
exprimé dans les fibroblastes dermiques (Ryynanen 
et al., 1992). L'identification d'un RFLP 
(polymorphisme de longueur de fragment de 
restriction) Pvu II a permis d'établir une liaison 
génétique entre le gène COL 7 Al et le phénotype de 
différentes formes d'EBDR en particulier celle de 
l'EBDR-HS (Ryynanen et al., 1991; Hovnanian et 
al., 1992). 
L'implication du gène COL 7 Al dans les EBDR a été 
confirmée par la caractérisation récente de différents 
défauts moléculaires telles que des mutations 
faux-sens (Christiano et al., 1993 ; Hilal et al., 
1993a ; Hilal, 1994), une insertion-délétion et une 
insertion d'un doublet CG créant un codon stop 
(Hilal et al. , sous presse; Hilalet al., 1993b) ainsi 
que plusieurs mutations non-sens chez des patients 
atteints d'EBDR (Christiano et al., 1994 ; Hilal, 
1994 ; Hovnanian et al., 1994). 
Au cours de ce travail, on a étudié l'expression des 
ARNm du collagène VII chez 7 patients atteints 
d'EBDR dont 6 d'EBDR-HS et un d'EBDR inversée. 
Ceci nous a permis de montrer que 4 patients 
EBDRprésententuntauxnormald'ARNmCOL7A1 
alors que 3 patients EBDR-HS montrent une forte 
diminution du taux d'ARNm, ce qui suggère qu'qne 
anomalie au niveau du taux du collagène VII peut 
être à l'origine de la réduction ou la diminution des 
fibres d'ancrages et, par conséquent, du phénotype 
de l'EBDR-HS chez ces patients. 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1. Patients 
Le diagnostic a été réalisé par le Dr Blanchet-
Bardon à l'Hôpital Saint-Louis à Paris selon les 
critères cliniques et de la microscopie électronique 
définis par Fine et al. (1991). Chez tous les patients 
les lésions sont apparues à la naissance. Les patients 
1,2,3,4,6 et 7 présentent les signes cliniques d'une 
EBDR-HS et le patient 5 d'une EBDR inversée 
(Hovnanian et al., 1992). Les caractérisques de 
chacun des patients sont données dans le tableau 1. 
2. Culture de kératinocytes 
Les kératinocytes ont été mis en culture dans le 
laboratoire de Yann Barrandon (Département de 
Biologie, École Normale Supérieure, Paris) à partir 
de biopsies cutanées prélevées sur chaque patient, 
en peau saine (Rheinwald & Green, 1975). 
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Tableau 1. Caractérisques des patients atteints 
dépidermolyse bulleuse dystrophique 
récessive (EBDR) de Hallopeau-
Siemens (HS) ou inversée 
Patients EBDR âge (ans) Origine Consanguinité N* 
1 HS 13 Algérienne 1er degré 3/5 
2 HS 14 Espagnole non 2/2 
3 HS 15 Algérienne non 1/3 
4 HS 21 Espagnole non 1/4 
5 inversée 22 Française non 1/2 
6 HS 21 Française non 1/1 
7 HS 2 Marocaine 1er degré 1/4 
* N = nombre d'enfants atteints dans la famille sur nombre total 
des enfants 
3. Extraction d'ARN totaux 
Les cellules sont décollées à la trypsine puis lavées 
au PBS. Après centrifugation pendant 10 minuteS" 
à 16 000 x g à l'aide d'une microcentrifugeuse 
Eppendorf, le culot cellulaire est mis en présence de 
1 vol~~e (V) de ~ampon de lyse (thiocyanljlte de 
guamdmm 4 M, citrate de sodium 25 mM, saTcosyl 
0,5% (PN), B-mercaptoéthanol 0,1 M), de 1/10 V 
d'acétate de sodium 2 M (pH 4,2), 1 V de phénol 
saturé en eau, 1/5 V de chloroforme isoamyl-alcool 
saturé en eau (pour 106 à 107 cellules, V = 800 1I1). 
Le mélange est incubé 15 minutes dans la glace 
puis centrifugé à 4°C, à 16 000 x g, pendant 20 
minutes. La phase aqueuse est extraite, additionnée 
de 1 V d'isopropanol puis laissée une heure à - 20°C. 
Après 30 minutes de centrifugation à 16 000 x g, le 
culot est repris dans 1/10 V de tampon de lyse. Les 
ARN totaux sont alors précipités en présence de 
1 V d'isopropanol pendant 1 heure à -20°C et 
centrifugés 30 minutes à 16 000 x g. Le culot d'ARN 
est dissout dans 50 à 200 1I1 d'eau. La quantité 
d'ARN totaux obtenue est évaluée en mesurant 
l'absorbance à 260 nm (une unité d'absorbance à 
260 nm=/40 lIg d'ARN/ml selon Chomczynski & 
Sacchi (1987). 
4. Northern blot* 
Les ARN totaux.(30 lIg environ) sont séparés sur gel 
d'agarose 1%, transférés sur membrane "Hybond 
C-extra" (Amersham) puis hybridés, d'une part, 
avec une sonde ADNc spécifique du gène COL7A1 
et, d'autre part, avec la sonde ubiquitaire GAPDH 
(Ryynanenet al., 1992). Les sondes sont marquées 
à 1'[a32Pl ATP par la technique de multi-amorçage 
au hasard. La membrane est mise en contact d'un 
film X-Omat S qui est révélé 10 jours après. 
* Séparation, transfert d'ARN et hybridation avec une sonde 
RÉSULTATS 
Au cours de ce travail, on a étudié, grâce à la 
technique de "N orthern blot", le taux des ARNm du 
collagène VII chez 7 patients atteints d'EBDR 
dont 6 patients d'EBDR-HS (1,2,3,4, 6, 7) et un 
patient d'EBDR inversée (5). Pour cela, des bIopsies 
cutanées de ces 7 patients ont été prélevées les 
kératinocytes ont été mis en culture et les ARN 
totaux ont été extraits. Comme l'expression du 
gène COL7A1 dépend de l'âge, des ARN totaux 
issus de kératinocytes de sujets normaux de la 
même tranche d'âge que les patients ont été utilisés 
comme contrôles (Cl : 24 ans et C2 :4ans). LesARN 
de tous les individus ont été séparés selon la 
technique du Northern blot. L'expression du gène 
codant pour la GAPDH étant ubiquitaire 
l'hybridation avec cette sonde nous a permis d~ 
normaliser la quantité d'ARN déposée pour chaque 
échantillon. 
L'analyse du "Northern blot" montre que, chez tous 
les patients, l'ARNm du collagène VII est décelable 
et de taille normale (environ 9 kb) (Figure 1). 
L'intensité des bandes a été estimée à l'aide d'un 
densitomètre (Vilber Lourmat, Bioprofil). Chez les 
patients 2, 4,5 et 6, le taux d'ARNm collagène VII 
est normal par rapport au contrôle de la même 
tranche d'âge (Cl), alors que chez les patients 1,3 
et 7 une forte diminution du taux d'ARNm COL 7 Al 
est observée. 
DISCUSSION 
Plusieurs travaux avaient fait du gène COL7A1le 
gène candidat des EBD. On a précédemment établi 
une liaison génétique entre le phénotype de 
l'EDBR-HS et le gène COL7A1 (Hovnanianet al. 
1992). ' 
Afin de rechercher le défaut moléculaire dans ce 
gène chez des patients atteints d'EBDR, on a utilisé 
plusieurs approches. 
D'abord, la technique du Southern blot nous a 
permis d'éliminer l'hypothèse d'une anomalie 
majeure (réarragements, délétions ou insertions de 
taille supérieure à 1 kb). Les techniques de DGGE 
(gel d'électrophorèse en gradient de dénaturation) 
et de séquençage nous ont permis de caractériser 
plusieurs mutations de différentes natures chez 
des patients atteints d'EBDR-HS et d'EBDR 
inversée (Hilalet al.,1997; Hilalet al., 1993a; Hilal 
et al., 1993b; Hovnanianet al., 1994). 
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Figure l.Étude du taux d'ARNm COL7Al par 
"Northern blot" 
Les ARN totaux ont été extraits à partir de 
kératinocytes en culture issus de patients atteints 
d'EBDR-HS (1, 2, 3, 4, 6, 7) etinversée (5), ainsi que 
de sujets contrôles (Cl: adulte de 24 ans, C2: 
enfant de 4 ans). Les ARN ont été ensuite séparés 
sur gel d'agarose 1%, transférés sur membrane 
"Hybond C-extra", puis hybridés avec une sonde 
spécifique du collagène VII (COL7Al), d'une part, 
et avec la sonde ubiquitaire GAPDH, d'autre part. 
Les sondes ont été marquées à 1'[ a 32Pl ATP. 
Au cours de cette étude, on a également étudié 
l'expression des ARNm du collagène VII chez des, 
patients EBDR-HS et EBDR inversée, lesquels ont 
montré un taux normal d'ARNm du collagène VII. 
Ceci suggère que ces patients sont porteurs de 
mutations qui n'ont pas d'effet sur le taux de ces 
ARN. 
Cependant, chez trois autres patients parmi ceux 
atteints d'EBDR-HS (1,3 et 7), une forte diminution 
du taux d'ARNm COL 7 Al est observée. Ces résultats 
suggèrent fortement que, chez ces trois patients, 
une mutation dans le gène COL 7 Al peut être à 
l'origine de la diminution du taux d'ARNm COL 7 Al 
et, par conséquent, du taux de la protéine 
correspondante. Ceci serait donc responsable de la 
réduction ou de l'absence des fibres d'ancrage à 
l'origine du phénotype de la maladie. 
Cette diminution d'ARN peut être une conséquence 
directe d'une anomalie du taux d'expression du 
gène COL 7 Al due à une mutation au niveau des 
régions régulatrices en 5' ou en 3' du gène, ou 
Rilal et al. : ARNm du collagène VII dans l'épidermolyse 
indirecte telle que l'effet d:une 
mutation stop. En effet, il a 
déjà été montré, dans certains 
gènes comme les gènes de la 
triphosphate isomérase (Daar 
& Maquat, 1988), de la 
13-globine (Baserga & Benz, 
1988) et de l'ornithine 
aminotransférase (Mashimaet 
al., 1992), qu'une mutation 
non-sens ou une mutation 
décalant le cadre de lecture et 
introduisant un codon stop 
conduisait à une diminution 
du taux d'ARNm. On a 
également montré, chez un 
patient EBDR-HS porteur 
d'une insertion-délétion à l'état 
homozygote créant un codon 
stop, une forte diminution (de 
90%) du taux d'ARNm 
COL7A1 (Hilalet al., 1993b). 
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour 
expliquer ce phénomène. La diminution du taux 
d'ARNm pourrait être due à une diminution de leur 
demi-vie. Lors de la traduction, lorsque les ribosomes 
rencontrent un codon stop prématuré, ceux-ci se 
dissocient et le reste de l'ARNm serait exposé à la 
dégradation par les nucléases ce qui affecterait 
donc la demi-vie des ARN (Daar & Maquat 1988). 
Cette hypothèse prédit un effet positionnel de la 
mutation non-sens, c'est à dire que plus elle est en 
5' plus le taux d'ARN est faible comme cela a été 
déjà décrit chez les procaryotes (Adhya & 
Gottesman, 1978). 
Un autre mécanisme a aussi été envisagé. La 
diminution du taux d'ARNm peut être due à un 
blocage du transport des ARNm du noyau vers le 
cytoplasme. Il existerait une régulation, par rétro-
contrôle, du transport des ARN. Le codon stop au 
niveau des ARNm servirait de signal pour inhiber 
le transit des ARN vers le cytoplasme. Il est possible 
que le noyau lui-même soit sensible à la présence du 
codon stop au niveau des ARN nucléaires et inhibe 
son passage vers le cytoplasme. 
Il est donc important de caractériser les défauts 
moléculaires portés par les patients 1, 3 et 7 afin de 
déterminer la nature de la mutation responsable de 
la diminution du taux d'ARNm COL7Al. Chez les 
patients pour lesquels le taux d'ARNm COL 7 Al est 
normal, on peut prédire que des mutations de 
Hilal et al. : ARNm du collagène VII dans l'épidermolyse Actes Inst. Agron. Veto (Maroc) 1997, Vol. 17 (3) 147 
nature et de localisation différentes de celles qui 
affectent le taux d'ARNm seraient à l'origine de la 
maladie. 
Par ailleurs, il a été montré que le facteur 
"Transforming Growth Hormone B1 Factor" 
(TGF-B1) était capable d'augmenter le taux 
d'expression des collagènes et, en particulier, du 
collagène VII dans les fibroblastes et les 
kératinocytes en culture (Konig & Bruckner-
Tuderman 1991). Il serait donc intéressant d'étudier 
l'effet du TGF -B 1 sur le taux des ARN m du collagène 
VII et, en particulier, chez les patients 1, 3 et 7. 
Cette étude permettrait de déterminer le rôle, in 
vivo, de cette cytokine et d'étudier les éléments de 
régulation, en 5' ou en 3' du gène, nécessaires à 
l'action du TGF-Bl. 
Enfin, en l'absence de thérapeutique efficace, le 
TGF-B1 fournirait une nouvelle approche pour 
l'augmentation de la synthèse du collagène VII 
chez les patients dont la maladie est due à une 
anomalie de l'expression de cette protéine. 
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